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ABSTRAK 
Telah dilakukan penelitian mengenai “Karakterisasi Klon Rekombinan 
pGEMT-Rv1984c sebagai Antigen untuk Imunodiagnostik Tuberkulosis Laten”. 
Gen Rv1984c merupakan gen yang dimiliki oleh Mycobacterium tuberculosis, 
dan mengkode pembentukkan protein CFP21 yang dijadikan sebagai antigen 
kandidat untuk imunodiagnostik tuberkulosis laten melalui kloning gen. Hasil 
transformasi pada kloning gen masih memiliki kemungkinan gagalnya proses 
tranformasi maupun ligasi, sehingga perlu dilakukan uji karakterisasi untuk 
mengonfirmasi kebenaran DNA sisipan yang diinginkan. Penelitian ini bertujuan 
untuk melakukan karakterisasi klon rekombinan pGEMT-Rv1984c sebagai 
antigen spesifik untuk imunodiagnostik tuberkulosis laten. Uji Karakterisasi 
dilakukan dengan cara melakukan karakterisasi fragmen DNA Rv1984c pada 
koloni putih dan plasmid rekombinan dengan menggunakan analisis PCR. Uji ini 
dilakukan dengan melihat hasil elektroforesis gel agarosa dari sampel koloni putih 
dan plasmid rekombinan yang telah diisolasi. Hasil elektroforesis PCR gen 
Rv1984c pada koloni putih dan plasmid rekombinan menunjukkan adanya band 
DNA sebesar 608bp yang merupakan ukuran basa gen Rv1984c, hal ini 
membuktikan bahwa klon rekombinan yang telah diisolasi dari koloni putih E.coli 
JM109 hasil transformasi mengandung gen sisipan Rv1984c yang sesuai. 
 
Kata Kunci: Karakterisasi, Rv1984c, Antigen CFP21, imunodiagnostik, 
tuberkulosis laten. 
 
 
ABSTRACT 
 The research about "Characterization of Recombinant Clones pGEMT-
Rv1984c as Antigen for Latent Tuberculosis Immunodiagnostic" has been done. 
Rv1984c gene is the gene that is owned by Mycobacterium tuberculosis, and 
encodes a protein formation CFP21 which serve as antigen candidate for latent 
tuberculosis immunodiagnostic through gene cloning. The  result of 
transformation of gene cloning still has the possibility of failure of the process of 
transformation and ligation, so we need a characterization test to confirm the truth 
of the desired DNA inserts. This study aimed to characterize the recombinant 
clones pGEMT-specific antigen Rv1984c as to immunodiagnostic latent 
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tuberculosis. Characterization test done by doing characterize the DNA fragment 
of Rv1984c at white colonies and recombinant plasmids by using PCR analysis. 
This test is performed to see the results of agarose gel electrophoresis of a sample 
of white colonies and recombinant plasmid which have been isolated. The results 
of electrophoresis gene Rv1984c at white colonies and recombinant plasmid DNA 
showed a band of 608bp which is the size of the gene Rv1984c base, this proves 
that recombine clones that have been isolated from E.coli JM109 white colonies 
containing the gene inserts transformed Rv1984c appropriate. 
 
Key words: Characterization, Rv1984c gene, CFP21 protein, immunodiagnostic, 
latent tuberculosis. 
 
 
PENDAHULUAN 
Penyakit Tuberkulosis (TB) 
disebabkan oleh bakteri 
Mycobacterium tuberculosis complex. 
Penyakit ini biasanya menginfeksi 
organ paru-paru yang dikenal dengan 
TB paru, tetapi dapat pula menginfeksi 
organ lainnya atau disebut pula TB 
ekstraparu (Gustiani, dkk., 2014). 
Tuberkulosis (TB) merupakan salah 
satu masalah kesehatan global yang 
utama di dunia yang menduduki 
peringkat kedua sebagai penyebab 
kematian setelah HIV (WHO, 2015). 
Infeksi TB umumnya dapat 
terjadi karena adanya penularan 
melalui percik renik/droplet nuclei dari 
dahak penderita yang mengandung 
kuman tuberkulosis. Apabila terkena 
kuman TB ada empat keadaan yang 
mungkin dapat terjadi yaitu pertama, 
tidak terjadi infeksi (ditandai dengan 
tes kulit tuberkulin yang negatif), 
kedua terjadi infeksi kemudian menjadi 
TB yang aktif (TB primer), ketiga 
menjadi TB laten dimana mekanisme 
imun mencegah progresivitas penyakit 
menjadi TB aktif dan kemungkinan 
keempat yaitu TB laten yang kemudian 
terjadi reaktivasi dan berkembang 
menjadi TB aktif dalam beberapa bulan 
sampai beberapa tahun kemudian. 
Infeksi TB laten digambarkan sebagai 
kondisi seseorang yang terinfeksi M. 
tuberculosis tetapi pada saat itu orang 
tersebut tidak sakit, dan tidak 
menunjukkan gejala penyakit 
tuberkulosis serta gambaran foto 
toraks/dada yang  normal (Martin, U., 
2010).  
Saat ini deteksi TB laten masih 
dilakukan dengan uji tuberculin skin 
test (TST). Namun, uji tuberkulin 
menyebabkan timbulnya 
hipersensitivitas pada seseorang yang 
terinfeksi M. tuberculosis terhadap 
komponen tuberkulin yaitu purified 
protein derivative (PPD). PPD ini 
mengandung kurang lebih 200 antigen 
mikobakteri, sehingga uji tuberkulin 
mempunyai keterbatasan. Misalnya 
terjadi reaksi positif palsu karena reaksi 
silang antara PPD dan antibodi yang 
dihasilkan oleh vaksinasi BCG 
(Bacillus Calmette-Guerin) atau infeksi 
dengan mikobakteria bukan TB (Agus, 
R., 2014). 
Salah satu cara untuk 
mendeteksi sejak dini infeksi bakteri 
M. tuberculosis dilakukan dengan uji 
imunodiagnostik TB Laten. Uji ini 
dikembangkan untuk mendeteksi 
respon antibodi yang signifikan 
terhadap antigen dari Mycobacterium 
tuberculosis. Imunodiagnostik TB 
Laten dapat dilakukan dengan cara 
mencari antigen spesifik 
Mycobacterium tuberculosis yang 
3 
 
reaktif terhadap serum penderita 
tuberkulosis. Salah satu antigen yang 
dapat digunakan sebagai kandidat 
adalah antigen  Rv1984c yang 
mengkode sekresi protein CFP21 
(Culture Filtrate protein). Gen 
Rv1984c yang mengkode sekresi 
protein CFP21, protein ini merupakan 
protein imunodominan yang dikode 
oleh sector/region 2 RD2 dalam genom 
bakteri dan menginduksi pengeluaran 
Interferon gamma (IFN-γ) level tinggi 
dari sel darah pasien tuberkulosis 
(Grover et al. 2006;                      
Weldingh et al. 1998). Gen ini 
digunakan sebagai antigen kandidat 
yang cocok bereaksi dengan sel T, 
inilah yang mendasari uji diagnostik 
tuberkulosis            (Fu et al. 2009).    
Kloning gen Rv1984c dari 
bakteri Mycobacterium tuberculosis ke 
dalam vektor plasmid pGEM-T yang 
kemudian ditransformasikan ke dalam 
host Escherichia coli. Pada dasarnya 
ada tiga kemungkinan yang dapat 
terjadi setelah transformasi dilakukan 
yaitu, sel inang tidak dimasuki DNA 
apa pun atau berarti transformasi gagal, 
kemungkinan kedua, sel inang 
dimasuki vektor religasi atau berarti 
ligasi gagal, dan kemungkinan ketiga 
sel inang dimasuki vektor rekombinan 
dengan/tanpa fragmen sisipan atau gen 
yang diinginkan (Rifa’i, 2010), 
sehingga perlu dilakukan uji 
karakterisasi untuk mengonfirmasi 
kebenaran DNA sisipan yang 
diinginkan pada klon rekombinan hasil 
transformasi. 
 
BAHAN DAN METODE 
Alat 
Laminar Air Flow, cawan 
petridish, tabung reaksi, tabung 
ependorf, sentrifus, mikro pipet, 
inkubator, elektroforesis gel agarosa, 
timbangan digital, shaker inkubator, 
microwave, stopwatch, Elisa Reader 
dan mesin PCR. 
 
Bahan 
Koloni putih E.coli hasil 
transformasi plasmid pGEMT-
Rv1984c, media LB cair, ampisilin, 
larutan dapar P1, larutan dapar P2 
(pelisis), larutan dapar N3 (netralisasi), 
larutan dapar pencuci, larutan dapar 
elusi, primer forward, primer reverse 
Rv1984c, air Deion steril, air, Kit PCR 
Go Tag Green Master Mix, kertas 
parafilm, Kit PCR Ampli Tag Gold 360 
Master Mix, buffer 360 EC Enchancer. 
 
Kriteria Sampel 
Koloni JM109 yang berwarna 
putih yang tumbuh sebagai hasil 
transformasi ke dalam sel host E.coli 
JM109 pada media LB padat yang 
mengandung ampicilin, IPTG, dan X-
Gal. 
 
Prosedur Kerja 
Peremajaan Koloni Putih E.coli 
JM109 
 Peremajaan koloni putih 
bakteri E.coli JM109 hasil transformsi 
dilakukan dengan cara disiapkan 5 
tabung reaksi yang berisi 2 mL media 
LB cair yang ditambahkan dengan 2 
µL ampicilin, kemudian ditambahkan 
sampel koloni putih dari hasil kloning, 
kemudian diinkubasi ke dalam shaker 
incubator selama ±12 jam. 
PCR Gen Rv1984c pada Koloni 
Putih (PCR Koloni) 
PCR koloni dilakukan dengan 
cara disiapkan 5 tabung ependorf yang 
telah diisi dengan 20µL air Deion 
steril, kemudian koloni putih hasil 
transformasi dimasukkan ke dalam 
masing-masing 5 tabung tersebut 
sebagai sampel. Kemudian, dibuat mix 
PCR dengan campuran: Go Tag Green 
Master Mix 12 µL, Forward primer 
Rv1984c pengkode CFP21 1 µL, 
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Reverse primer Rv1984c 1µL, H2O 
6µL, serta sampel sebanyak 5 µL ke 
dalam masing-masing tabung ependorf. 
Untuk kontrol negatif digunakan air, 
sedangkan untuk kontrol positif 
digunakan strain Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv yang telah berhasil 
di kloning. Kemudian semua tabung 
ependorf dimasukkan ke dalam mesin 
PCR. 
Elektroforesis hasil PCR Gen 
Rv1984c pada Koloni Putih.  
Elektroforesis hasil PCR koloni 
dilakukan dengan cara membuat gel 
Agarosa terlebih dahulu sebanyak 0,75 
gr ke dalam 50 mL TBE, kemudian 
dipanaskan di dalam microwave ±3 
menit tanpa diaduk, kemudian diangkat 
dan didinginkan lalu ditambahkan EtBr 
(Etium Bromida), setelah itu dicetak di 
dalam cetakan agar yang telah diatur 
hingga memadat. Kemudian sampel 
dimasukkan ke dalam masing-masing 
sumur gel yang ditambah dengan 
loading dye. Hasil elektroforesis 
kemudian dibaca menggunakan Elisa 
Reader. 
Isolasi Plasmid.  
Isolasi plasmid dilakukan 
dengan cara biakan bakteri E.coli hasil 
peremajaan/kultur ulang dimasukkan 
ke dalam tabung ependorf kecil lalu 
disentrifus  14000 rpm selama 5 menit, 
kemudian ditambahkan 250 µL larutan 
buffer P1, setelah itu ditambahkan 250 
µL buffer P2 (dibolak-balik), kemudian 
ditambahkan ±350 µL buffer N3 
(dibolak-balik), disentrifus 13000 rpm 
selama 10 menit, lalu supernatan 
dipindahkan ke dalam kolom tube, 
disentrifus kembali 13000 rpm selama 
1 menit. Hasil sentrifus ditambahkan 
buffer PE 750 µL, setelah itu kembali 
disentrifus 13000 rpm selama 1 menit, 
kemudian cairannya dibuang lalu 
sentrifus kering, setelah itu 
ditambahkan buffer EB ±30-50 µL lalu 
didiamkan selama 2 menit kemudian 
disentrifus selama 1 menit. 
Elektroforesis Hasil PCR Gen 
Rv1984c pada Plasmid Rekombinan.  
Elektroforesis plasmid 
rekombinan dan hasil PCR gen 
Rv1984c dilakukan dengan mengambil 
masing-masing 5 µL plasmid 
rekombinan serta sampel gen Rv1984c 
pengkode protein CFP21 yang telah di 
PCR yang telah ditambahkan loading 
dye kemudian dimasukkan ke dalam 
sumur gel agarosa yang telah dibuat, 
kemudian dielektroforesis. Hasil 
elektroforesis dibaca menggunakan 
mesin Elisa reader. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Karakterisasi Fragmen DNA 
Rv1984c pada Koloni Putih  
Terdapat berbagai cara yang 
dapat dilakukan untuk mengetahui 
kebenaran DNA insert di dalam 
plasmid rekombinan, yaitu melalui 
karakterisasi fragmen DNA Rv1984c 
pada koloni putih dan pada Plasmid 
Rekombinan. Karakteriasi fragmen 
DNA Rv1984c pada koloni putih 
dilakukan untuk mendeteksi adanya 
gen insert Rv1984c pada koloni putih 
E.coli hasil transformasi dengan 
analisis PCR. PCR gen Rv1984c pada 
koloni putih dilakukan untuk 
memperbanyak fragmen DNA sisipan 
yang diharapkan terdapat pada koloni 
putih E.coli JM109. Hal ini bertujuan 
untuk mengonfirmasi keberadaan gen 
insert Rv1984c yang diinginkan pada 
plasmid rekombinan di dalam koloni 
putih sebelum dilakukan isolasi 
plasmid lebih lanjut. 
Hasil visualisasi produk PCR 
gen Rv1984c pada koloni putih dengan 
elektroforesis gel agarosa di tunjukkan 
pada (Gambar 1). 
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Gambar 1. Hasil elektroforesis PCR gen Rv1984c pada koloni putih 
Keterangan: (1), (2), (3), (4) dan (5) = Sampel koloni putih yang berbeda-beda;  
(M) = marker. 
Hasil visualisasi elektroforesis 
menunjukkan bahwa sampel 1, 2, 3 dan 
5 positif membawa fragmen DNA 
Rv1984c pengkode CFP21 yang 
ditandai dengan munculnya pita dengan 
ukuran basa sekitar 608 bp, adapun 
sampel 4 tidak terlihat band DNA 
berukuran 608bp yang berarti tidak 
terdapat band DNA Rv1984c pengkode 
protein CFP21 di dalam sampel, hal ini 
dapat disebabkan karena pada saat 
proses pengambilan sampel, koloni 
positif tidak ikut terambil karena 
sedikitnya koloni yang dimasukkan 
dalam campuran air Deion steril atau 
koloni yang terambil merupakan koloni 
yang mengalami kegagalan proses 
ligasi antara vektor dan insert atau 
dapat pula merupakan koloni bakteri 
kontaminan yang tidak diinginkan. 
Perbedaan tebal dan tipisnya band 
DNA yang terlihat pada geldoc hasil 
elektroforesis menunjukkan banyak 
dan sedikitnya band DNA insert yang 
terdapat di dalamnya. Sampel 5 
memperlihatkan band DNA yang tebal 
dibanding sampel lainnya, hal ini 
berarti terdapat banyak DNA insert 
Rv1984c di dalam sampel 5 yang 
terambil dari koloni putih yang telah 
diisolasi yang kemudian diperbanyak 
lagi dengan PCR, adapun sampel 1, 2 
dan 3 hanya  mengandung sedikit DNA 
insert Rv19884c sehingga setelah 
melalui proses PCR, hasil 
elektroforesis memperlihatkan band 
DNA yang tipis. Kontrol negatif tidak 
menunjukkan adanya fragmen DNA 
karena template DNA yang digunakan 
dalam PCR adalah aquades yang tidak 
mengandung DNA insert. Kontrol ini 
digunakan untuk mengetahui bahwa 
proses PCR berlangsung dengan baik. 
 
Karakterisasi Fragmen DNA 
Rv1984c pada Plasmid Rekombinan  
Plasmid rekombinan diperoleh 
melalui proses isolasi koloni putih 
bakteri E.coli JM109 hasil transformasi 
yang telah dikultur ulang dalam 
medium LB cair+ampisilin yang telah 
diinkubasi. Tujuan dilakukannya isolasi 
plasmid yaitu untuk mendapatkan 
plasmid rekombinan yang murni.  
PCR gen Rv1984c pada 
plasmid rekombinan dilakukan untuk 
memperbanyak fragmen DNA insert 
yang diinginkan pada plasmid 
rekombinan sehingga dapat 
mengonfirmasi kebenaran DNA insert 
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didalam plasmid rekombinan yang 
telah diisolasi dan kemudian akan 
dikarakterisasi. Karakterisasi fragmen 
DNA Rv1984c pada plasmid 
rekombinan dilakukan dengan cara 
mengelektroforesis plasmid 
rekombinan yang telah diisolasi serta 
hasil PCR gen Rv1984c pada plasmid 
rekombinan untuk melihat keberadaan 
gen insert pada plasmid rekombinan 
sehingga dapat membuktikan 
kebenaran proses transformasi yang 
dilakukan. Visualisasi hasil 
elektroforesis plasmid rekombinan dan 
hasil PCR gen Rv1984c pada plasmid 
rekombinan disajikan pada (Gambar 2). 
Berdasarkan     gambar       hasil  
elektroforesis pada sumur (A) yang 
merupakan sampel plasmid 
rekombinan terlihat adanya band DNA 
yang berada diatas, hal ini dikarenakan 
berat molekul plasmid rekombinan 
yang besar yaitu berukuran 3623bp 
dimana vektor pGEMT berukuran 
3015bp sedangkan insert Rv1984c 
berukuran 608bp sehingga pada hasil 
visualisasi terlihat band DNA plasmid 
rekombinan berada jauh diatas marker 
1000bp, sedangkan pada sumur (B) 
yaitu sampel hasil PCR gen Rv1984c 
pada plasmid rekombinan 
menunjukkan adanya ukuran pita DNA 
diatas 500bp yaitu sebesar 608 bp yang 
sangat tebal. 
 
 
Gambar 2. Elektroforesis Hasil PCR Gen Rv1984c pada Plasmid Rekombinan  
Keterangan: (A) = plasmid rekombinan; (B) = sampel hasil PCR gen Rv1984c 
pada plasmid rekombinan; (M) = marker. 
 
Hal ini menunjukkan bahwa 
terdapat banyak fragmen DNA yang 
berukuran 608 bp pada hasil isolasi 
plasmid rekombinan yang merupakan 
ukuran basa gen Rv1984c. Dari hasil 
diketahui bahwa plasmid rekombinan 
positif membawa gen insert Rv1984c, 
adapun tebalnya pita DNA disebabkan 
karena gen insert Rv1984c telah 
diperbanyak melalui proses PCR 
sehingga menghasilkan fragmen DNA 
Rv1984c yang banyak sehingga 
menunjukkan band DNA yang sangat 
tebal pada geldoc hasil elektroforesis. 
Hal ini membuktikan keberhasilan 
proses ligasi dan transformasi plasmid 
rekombinan (pGEMT-Rv1984c) ke 
dalam sel Host E.coli JM109, selain itu 
primer spesifik Rv1984c yang 
digunakan dalam analisis PCR untuk 
uji karakterisasi ini mengonfirmasi 
bahwa di dalam plasmid rekombinan 
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dari koloni putih E.coli JM109 yang 
telah diisolasi terdapat gen Rv1984c 
yang diinginkan.  
Keberhasilan uji karakterisasi 
yang dilakukan membuktikan bahwa 
koloni putih hasil transformasi 
membawa DNA sisipan Rv1984c yang 
sesuai. Klon rekombinan pGEMT-
Rv1984c yang telah dikarakterisasi 
diharapkan dapat mendukung 
pengujian-pengujian lebih lanjut yang 
berkenaan dengan peranannya sebagai 
antigen spesifik untuk imunodiagnostik 
tuberkulosis laten.  
 
KESIMPULAN  
 Koloni putih hasil tranformasi 
pada sel host E.coli JM109 
mengandung DNA sisipan Rv1984c 
pengkode protein cfp21 yang ditandai 
dengan adanya band DNA berukuran 
608bp yang merupakan ukuran basa 
gen Rv1984c. 
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